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Procede pour la separation d'enantiomeres et reactif enantiopur 



L'invention se rapporte a un procede pour la separation d'enantiomeres et 
a des reactifs a base d'un aminoacide enantiopur, utilisables en separation 
d'enantiomeres. 

La separation d'enantiomeres est une question de grande importance en 

5 industrie pharmaceutique, chimique et biotechnologique. En effet les deux 

enantiomeres d'une substance chimique de constitution identique peuvent avoir 

des activites biologiques radicalement differentes. II est ainsi souhaitable de 

disposer de reactifs et de techniques de separation permettant de separer les 

enantiomeres et d' analyser la purete enantiomerique des produits 

10 pharmaceutiques, chimiques et biotechnologiques. 

Un article de Marfey, P., (Carlsberg Res. Comm. 49, 1984, 591-596) 

decrit un procede de separation d'enantiomeres par RP-HPLC. Selon ce procede 

connu, on met en oeuvre du l-Fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-L-Alaninamide a titre 

de reactif pour la derivatisation d'aminoacides. D'autres procedes similaires sont 

15 egalement connus. Le procede et reactif decrits par Marfey ainsi que les autres 

procedes et reactifs presentent toutefois de nombreux inconvenients : 

Le derive obtenu dans la reaction de 1' aminoacide avec le reactif doit etre 

isole par des operations successives de neutralisation, de sechage, de 

redissolution et de filtration. Ces operations demandent beaucoup de temps et 

20 sont done peu interessantes pour une application industrielle. De plus on risque, 

dans des cas d' applications analytiques, des erreurs dans les resultats d' analyse, 

causees par une solubilite differente des derives diastereomeriques dans le 

solvant de redissolution. Lorsqu'on effectue des analyses quantitatives a Taide 

* 

de la spectrometrie UV, on rencontre, dans le procede connu, des difficultes dues 
25 a des differences de coefficient d'absorption des derives diastereomeriques. 
Enfin, le prix eleve du reactif rend souhaitable de trouver des alternatives. 
L'invention vise a remedier a ces problemes. 
L'invention conceme des lors un procede pour la separation 
d'enantiomeres comprenant au moins un groupement fonctionnel libre dans 
30 lequel 
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(a) on fait reagir un melange comprenant les enantiomeres en milieu basique 
avec un reactif a base d'un aminoacide enantiopur, reactif dans lequel au 
mo ins un groupement amino de 1' aminoacide porte un groupement activant 
pour former un precurseur actif d'un groupement isocyanate et dans lequel 

5 au moins un groupement carboxyle de 1* aminoacide est substitue et 

(b) on soumet le melange de diastereomeres obtenu a une operation de 
separation. 

II a ete trouve, de maniere surprenante, que le procede selon 1' invention 
permet d'obtenir de bons resultats en separation d' enantiomeres comprenant au 
10 moins un groupement fonctionnel libre, notamment dans des applications 

analytiques quantitatives. Le procede selon l'invention permet une derivatisation 
et separation d' enantiomeres, rapides et sous des conditions souples et 
economiques. 

L'invention concerne aussi un reactif a base d'un aminoacide enantiopur 
15 dans lequel au moins un groupement amino de 1' aminoacide porte un 

groupement activant pour former un precurseur actif d'un groupement isocyanate 
et dans lequel au moins un groupement carboxyle de 1' aminoacide est substitue. 

Par aminoacide on entend designer, aux fins de la presente invention tout 
compose comprenant au moins un groupement NH2 et au moins un groupement 
20 carboxyle. Les aminoacides utilises dans la presente invention sont des 

aminoacides chiraux contenant au moins un carbone asymetrique. On peut mettre 
en oeuvre tout aminoacide chiral bien connu en lui-meme, d'origine naturelle ou 
synthetique. 

Des exemples de reactifs selon 1' invention sont a base, par exemple, des 
25 aminoacides naturels suivants : 

Alanine, Valine, Norvaline, Leucine, Norleucine, Isoleucine, Serine, Isoserine, 
Homoserine, Threonine, Allothreonine, Methionine, Ethionine, Acide 
Glutamique, Acide Aspartique, Asparagine, Cysteine, Cystine, Phenylalanine, 
Tyrosine, Tryptophane, Lysine, Arginine, Histidine, Ornithine, Glutamine et 
30 Citrulline. 

Les enantiomeres non naturels sont egalement utilisables. 

Des exemples d'aminoacides d'origine synthetique utilisables comme 
base du reactif selon 1' invention comprennent, par exemple, les aminoacides 
suivants : 

35 (l-Naphtyl)alanine, (2-Naphtyl)alanine, Homophenylalanine, (4- 

Chlorophenyl)alanine, (4-Fluorophenyl)alanine, (3-Pyridyl)alanine, 
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Phenylglycine, Acide Diaminopimelique (Acide 2-6-Diaminoheptane-l,7- 
di'oique), Acide 2-aminobutyrique, Acide-2-aminotetraline-2-carboxylique, 
Erythro p-Methylphenylalanine, Threo P-Methylphenylalanine, (2- 
Methoxyphenyl)alanine, Acide l-amino-5-hydroxyindane-2-carboxylique, Acide 
5 2-Aminoheptane- 1 ,7-di*oique, (2,6-Dimethyl-4-hydroxyphenyl)alanine, Erythro 
p-Methyltyrosine, Threo p-Methyltyrosine. 

Par aminoacide enantiopur on entend designer un aminoacide chiral 
constitue essentiellement d'un enantiomere. L'exces enantiomerique (ee) est 
defini : ee(%) = 100(xi-X2)/(xi+x 2 ) avec xi>x 2 ; Xi et x 2 represented la teneur du 

1 0 melange en enantiomere 1 ou 2 respectivement. 

On met generalement en oeuvre un aminoacide enantiopur dont l'exces 
enantiomerique est superieur ou egal a 99%. On prefere un aminoacide 
enantiopur dont l'exces enantiomerique est superieur ou egal a 99,5%. De 
maniere particulierement preferee on met en oeuvre un aminoacide enantiopur 

1 5 dont l'exces enantiomerique est superieur ou egal a 99,9%. 

Tout aminoacide enantiopur est utilisable comme base du reactif selon 
I'invention. De preference l'aminoacide enantiopur est selectionne parmi les 
aminoacides d'origine naturelle ou synthetique nommes ci-dessus. Les 
aminoacides comprenant au moins un noyau aromatique tels que par exemple la 

20 phenylalanine ou ses derives conviennent bien a titre d' aminoacide enantiopur. 
De fa9on particulierement preferee, 1' aminoacide enantiopur est selectionne 
parmi la phenylalanine, la (l-naphtyl)alanine, la (2-naphtyl)alanine ou le a ou 
p tryptophane ((2-indolyl)alanine ou (3-indolyl)alanine), eventuellement 
substitues. 

25 Dans le reactif selon I'invention, au moins un groupement amino de 

1' aminoacide enantiopur porte un groupement activant pour former un precurseur 
actif d'un groupement isocyanate. 

Par precurseur actif d'un groupement isocyanate, on entend designer tout 

4 

precurseur qui lorsqu'il est mis en oeuvre dans un solvant utilisable dans le 
30 procede selon I'invention avec un equivalent de phenylalanine en presence de 1 
equivalent de base reagit a une temperature inferieure ou egale a 35°C en une 
duree inferieure ou egale a 30 min essentiellement completement, pour former 
1'uree correspondant. De preference le precurseur reactif libere le groupement 
isocyanate a une temperature inferieure ou egale a 30°C en une duree inferieure 
35 ou egale a 15 min. De maniere tout particulierement preferee, le precurseur 
reactif libere le groupement isocyanate 
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a temperature ambiante en une duree inferieure ou egale a 10 min. Des 
conditions de test utilisables pour determiner le precurseur actif sont decrites, par 
exemple dans l'exemple 3 plus bas. 

Le groupement activant est generalement constitue d'un derive carbonyle 
5 lie a un substituant electronegatif. On peut par exemple utiliser a titre de 

groupement activant un groupement aryloxycarbonyl, heteroaryloxycarbonyl, 
1,3-imidazolyl-N-carbonyl ou 1,2,4-triazolyl-N-carbonyl. Parmi les groupes 
aryloxycarbonyl conviennent bien ceux qui portent au moins un substituant —I, - 
M sur un noyau aromatique. Un substituant —I, -M est un groupement qui a un 

10 effet negatif inductif et de resonance comme defini en J. March, Advanced 

Organic Chemistry, 4. Ed., 1992, p.17-19, 273-275. Parmi les substituants -I, -M 
figurent, par exemple -NO2, -S02R, -SO2OR, -NR3 + , SR2 + . Les substituants se 
trouvent de preference a au moins une des positions 2,4 ou 6 du noyau 
aromatique ou a des positions analogues aux positions 2 ou 4 dans des systemes 

1 5 aromatiques condenses. On prefere utiliser un groupement activant 
aryloxycarbonyl qui porte au moins un substituant nitro sur un noyau 
aromatique. Le groupement (4-nitrophenyloxy)carbonyl est particulierement 
prefere. 

Dans le reactif selon Tinvention, au moins un groupement carboxyle de 

20 Taminoacide est substitue. 

Generalement, le substituant par lequel le groupement carboxyle de 
1'aminoacide est substitue ne comprend pas de groupement fonctionnel libre, 
susceptible de reagir avec le precurseur actif. Parmi les substituants utilisables 
figurent par exemple, les groupements alkyles comprenant de 1 a 4 atomes, 

25 lineaires ou ramifies tels que le groupement methyl, ethyl, n-propyl, i-propyl, n- 
butyl, i-butyl ou t-butyl, les ethers, les groupements aryle les groupements 
alkyle, ether ou aryle etant eventuellement fonctionnalises par, par exemple, des 
halogenes, des esters carboxyliques, sulphoniques, des esters de sulfate, des 
esters phosphoniques , des esters de phosphate. Conviennent bien les substituants 

30 hydrophiles qui assurent une bonne solubilite du reactif dans des melanges d'eau 
avec des solvants organiques. 

Le substituant hydrophile assure generalement qu'une solution du reactif 
dans un melange dioxanne/eau 1 :1 en volume est homogene a 20°C lorsque la 
concentration du reactif est d'au moins 0.5* 10* 3 mol/1. Souvent la concentration 

35 est d'au moins 1*1 0" 3 mol/1. De preference la concentration est d'au moins 
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0.5* 10" 2 mol/1. De bons substituants hydrophiles assurent que la solution est 
homogene a 20°C lorsque la concentration du reactif est d'au moins 1*1 0" 2 mol/1. 

On prefere mettre en oeuvre un substituant qui contient au moins une 
liaison ether. Des exemples de substituants contenant au moins une liaison ether 
sont, par exemple, les ethers d'alkyle ou d'aryle de mono- oligo- ou de 
polyalkyleneglycols tels que par exemple le mono- oligo ou polyethyleneglycol 
ou le mono- oligo- ou polypropyleneglycol. Le substituant 2-methoxyethyl est 
particulierement prefere. 

Des variantes particulierement preferees du reactif selon T invention 
comprenant un substituant hydrophile repondent a la formule generale (I) 




dans laquelle Zi et/ou Z 2 = N02 Ri= Phenyl, a ou P-Indolyl, 1-Naphtyl ou 2- 
Naphtyl, R2 = Me, Et, C3-C6 alkyl ou cycloalkyl et x represente un nombre 
integral de 1 a 5. 

Dans une variante, le substituant par lequel le groupement carboxyle de 
l'aminoacide est substitue, comprend au moins un chromophore. Par 
chromophore on entend designer un groupement fonctionnel qui absorbe du 
rayonnement electromagnetique. Generalement, le maximum d' absorption des 
chromophores est de 170 a 2500 nm. De preference le maximum d'absorption 
des chromophores est de 200 a 1000 nm. Des exemples de chromophores 
utilisables sont des systemes aromatiques, eventuellement substitues en position 
2 ou 4 par un substituant -I, -M tel que decrit plus haut. Parmi les substituants 
comprenant au njoijis un chromophore, les groupements 4-nitrobenzyl, (2- 
anthraquinoyl)methyl et (9(9H-fluorenylmethyl)) sont particulierement preferes. 

Des variantes preferees du reactif selon T invention comprenant au moins 
un chromophore, repondent a la formule generale (II) 
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(V) 

dans laquelle Z, et/ou Z 2 = N02 Ri= Phenyl, a ou P-Indolyl, 1-Naphtyl ou 2- 
Naphtyl, et Y correspond a 1'une quelconque des formules (III a V), le carbone 
par lequel Y est lie a 1'oxygene du groupement carboxyle de l'aminoacide 
enantiopur etant niajqug par *. 

On peut mettre en oeuvre un substituant hydrophile comprenant au moins 
un chromophore. 

Lorsque 1'aminoacide enantiopur contient plus d'un groupement 
carboxyle, on prefere proteger tous les groupements carboxyles. De maniere 
particulierement prefgree, tous les groupements carboxyles sont substitues par un 
substituant tel que decrit plus haut. 

Lorsque des groupements fonctionnels libres sont present dans 
l'aminoacide enantiopur, on prefere proteger lesdits groupements par des 
techniques connues en elles. 
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Le reactif selon l'invention peut etre obtenu a partir de l'aminoacide 
enantiopur respectif. Des methodes connues sont utilisables pour effectuer 
l'esterification d'au moins un groupement carboxyle de l'aminoacide. On peut, 
par exemple, mettre en oeuvre l'aminoacide enantiopur et l'alcool correspondant 
au substituant a introduire dans un solvant organique tel que par exemple le 
toluene ou le benzene, en presence d'acide p-toluenesulphonique, de preference 
dans des conditions d'esterification azeotropique. Par cette voie de synthese on 
obtient des derives de tosylate d'ammonium d'ester d'aminoacide, qui 
conviennent bien pour introduire un groupement activant pour former un 
precurseur actif d'un groupement isocyanate. 

A titre d'exemple de Introduction d'un groupement activant, on cite la 
reaction d'un chlorure d'aryloxycarbonyl avec le groupement -NH 2 , 
eventuellement converti en derive d'ammonium, d'un aminoacide ou d'un ester 
d'aminoacide en milieu basique ou neutre dans un solvant organique polaire. A 
titre de base conviennent notamment des bases d'amine tertiaires tels que par 
exemple la triethylamine ou la pyridine. Quand on travaille en milieu neutre, on 
prefere mettre en oeuvre de l'hydrogenecarbonate de sodium. Ainsi des bons 
resultats sont obtenus lorsqu'on fait reagir un tosylate d'ammonium d'ester 
d'aminoacide avec du chlorure de p-nitrophenyloxycarbonyl en presence 
d'hydrogenecarbonate de sodium dans un solvant organique polaire tel que 
l'acetonitrile. 

Dans le procede selon l'invention on fait reagir le reactif selon 
Tinvention en milieu basique avec un melange comprenant au moins des 
enantiomeres comprenant au moins un groupement fonctionnel libre. 

Le schema 1 ci-apres illustre de fa9on non limitative la reaction d'un 
reactif selon l'invention, obtenu a partir de I'ester 2-methoxyethyl de la L- 
phenylalanine et du chlorure de (4-nitrophenyloxy)formiate avec un aminoacide. 
Les produits de cette reaction sont des urees comprenant deux aminoacides dans 
lesquels au moins une fonction carboxyle est substituee avec un substituant. 
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Schema 1 




Generalement, le groupement fonctionnel libre est un groupement amino, 
eventuellement monoalkyle, un groupement hydroxyl ou un groupement thiol. 
Le groupement fonctionnel libre peut egalement etre constitue d'un anion tel que 
par exemple un carbanion ou un enolate. Les enantiomeres comprenant au moins 
un groupement fonctionnel libre separables par le procede selon l'invention sont 
generalement des aminoacides, des amines primaires ou secondaires, des 
peptides, des alcools, des hydroxyacides ou des thiols. Le procede selon 
l'invention donne de bons resultats pour separer les enantiomeres d'aminoacides 
tels que, par exemple, les aminoacides d'origine naturelle ou synthetique 
mentionnes plus haut. 

Le procede selon l'invention donne de bons resultats egalement pour 
separer un melange d' enantiomeres d'iminoacides. Par iminoacide on entend 
designer tout compose comprenant au moins un groupement NHR, dans lequel R 
represente un radical organique tel que par exemple un radical alkyle ou aryle, et 
au moins un groupement carboxyle. De tels iminoacides sont par exemple ceux 
appartenant au groupe constitue de Proline, Acide pipecolique (Acide piperidine- 
2-carboxylique), Acide morpholine-3-carboxylique, Acide piperazine-2- 
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carboxylique, Acide l-Thia-4-azacyclohexane-3-carboxylique, a-Methylproline, 
Cis-4 -hydroxyproline, Baikaine (Acide l ? 2 ? 3,5-tetrahydropyridine-2- 
carboxylique), Acide Cis-4 -hydroxypipecolique, Acide Trans-5 - 
hydroxypipecolique, Acide l ? 2 ? 3,4-tetrahydronorharmane-l-carboxylique 5 Acide 
l,2,3,4-tetrahydro-6 -hydroxyisoquinoline-3-carboxylique, Acide 1,2,3,4- 
tetrahydroisoquinoline-3-carboxylique, Acide 1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-l- 
carboxylique et N-Methylvaline. 

Le procede selon l'invention est effectue dans un systeme de solvant, 
dans lequel le melange d'enantiomeres et le reactif possedent une solubilite 
suffisante et le groupement fonctionnel libre possede une nucleophilicite 
suffisante pour reagir avec un isocyanate. Conviennent, par exemple, a titre de 
systeme de solvant des systemes comprenant au moins un solvant organique 
polaire et eventuellement de l'eau. Des solvants organiques polaires utilisables 
sont, par exemple les ethers aliphatiques ou alicycliques tels que le diethylether, 
la tetrahydrofuranne ou la 1,4-dioxanne ainsi que les esters aliphatiques tels que 
par exemple 1' acetate d'ethyle, les amides secondares aliphatiques tels que par 
exemple la dimethylformamide et la dimethylacetamide ou par exemple la N- 
methylpyrrolidone ou Tacetonitrile. 

De bons resultats pour des composes organiques comprenant un ' 
groupement fonctionnel libre tel qu'un groupement amino, eventuellement 
monoalkyle, un groupement hydroxyl arylique ou un groupement thiol sont 
obtenus dans un systeme de solvant comprenant un solvant organique polaire et 
de l'eau. La dioxanne est preferee a titre de solvant organique polaire. Le rapport 
ponderal entre le solvant organique polaire et l'eau dans le systeme de solvant est 
generalement inferieur ou egal a 99 : 1 . Le plus souvent, le rapport est inferieur 
ou egal a 75 :25. Le rapport est generalement superieur ou egal a 1 :99. Le plus 
souvent, le rapport est superieur ou egal a 25 : 75. 

La quantite du reactif a mettre en oeuvre depend du nombre de 
groupements fonctionnels libres dans le compose organique. On met en oeuvre 
au moins 1 equivalent molaire de reactif par groupement fonctionnel libre. 
Generalement, on met en oeuvre au plus 10 equivalents molaires de reactif par 
groupement fonctionnel libre. Le plus souvent, on met en oeuvre au plus 5 
equivalents molaires de reactif par groupement fonctionnel libre. De preference, 
on met en oeuvre au plus 3 equivalents molaires de reactif par groupement 
fonctionnel libre. De maniere particulierement preferee, on met en oeuvre de 1,1 
a 2,5 equivalents molaires de reactif par groupement fonctionnel libre. 
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Le caractere basique du milieu reactionnel est genere par des methodes 
connues. On travaille, de preference, en presence d'au moins une base. A titre de 
base conviennent notamment des bases d'amine tertiaires tels que par exemple la 
triethylamine ou la diisopropylethylamine, qui comprennent une fonctionnalite 
basique respectivement ou la N,N,N 5 N-tetramethylethylenediamine qui 
comprend 2 fonctionnalites basiques. 

La quantite de base a mettre en oeuvre depend de la quantite du reactif et 
du nombre de fonctionnalites basiques dans la base. Le rapport molaire entre le 
reactif et les fonctionnalites basiques est generalement d'au moins 1. Le rapport 
est generalement d'au plus 2. Un rapport de 1 donne de bons resultats. 

Dans le precede selon 1' invention, la duree pendant laquelle on fait reagir 
le reactif avec le melange comprenant les enantiomeres est generalement 
inferieure ou egale a 30 min. Le plus souvent, la duree est inferieure ou egale a 
20 min. De preference la duree est inferieure ou egale a 1 5 min. De bons 
resultats sont obtenus avec une duree superieure ou egale a 15 secondes. En 
pratique, on applique le plus souvent une duree superieure ou egale a 1 min. Une 
duree de 5 a 15 min convient bien. 

La temperature a laquelle on fait reagir le reactif avec le melange 
comprenant au moins les enantiomeres d'un compose organique est 
generalement inferieure ou egale a 35°C. Le plus souvent, la temperature est 
inferieure ou egale a 30°C. La temperature est generalement superieure ou egale 
a -20°C. Le plus souvent, la temperature est superieure ou egale a 0°C. De fa9on 
particulierement preferee, la temperature est la temperature ambiante, c'est-a- 
dire generalement de 15 a 30°C, de preference 20 a 25°C. 

Dans le precede selon 1' invention, on soumet le melange de 
diastereomeres obtenu a une operation de separation. Les operations de 
separation utilisables pour la separation d'un melange de diastereomeres sont 
decrites par exemple dans E. Eliel, Stereochemistry of Organic compounds, 
1994, p.344-381. A titre d'exemple citons les operations de distillation, de 
cristallisation et de chromatographic gazeuse ou liquide. Parmi ces operations, 
les operations de chromatographic liquide telles que par exemple la 
chromatograpie HPLC sont preferees. De fa<?on particulierement preferee, 
l'operation de separation est une chromatographic HPLC-RP (phase inverse). 
Des informations concernant la chromatographic HPLC sont contenues, par 
exemple, dans ROMPP CHEMIE-LEXIKON, 9. Ed., p. 1860- 1861. On peut 
egalement mettre en oeuvre la chromatographic en couche mince. 
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Dans une variante du procede selon 1' invention, qui est preferee, on 
soumet le melange de diastereomeres obtenu a 1' operation de separation sans 
epuration prealable. Dans des methodes de separation d'enantiomeres connues, 
on isole un melange brut de diastereomeres qui doit etre soumis a une epuration 
5 prealablement a la separation des diastereomeres. Le procede et le reactif selon 
P invention permettent de ne pas isoler le melange brut de diastereomeres et 
d'effectuer l'operation de separation sans epuration prealable. 

Le procede et le reactif selon 1'invention peuvent etre utilises pour la 
separation preparative ou analytique d'enantiomeres. Le procede et le reactif 

10 conviennent bien pour la separation analytique d'enantiomeres. Dans une 
variante, le procede et le reactif sont utilises pour determiner l'exces 
enantiomerique d'un aminoacide ou d'une amine primaire ou secondaire. Dans 
une autre variante, le procede ou le reactif sont utilises pour determiner l'exces 
enantiomerique d'un peptide. 

1 5 Lorsqu'on utilise le procede ou le reactif selon 1'invention pour la 

separation analytique d'enantiomeres, on met en oeuvre une technique de 
detection connue en elle pour la determination de la teneur du melange en 
enantiomeres. Conviennent bien a titre de technique de detection, les techniques 
optiques telles que par exemple la spectrometrie UV, la spectrometrie visible ou 

20 la fluorimetrie. 

Les exemples ci-apres entendent illustrer 1'invention sans toutefois la 

limiter. 

Exemple 1 (Synthese du reactif selon 1'invention) 
Etape A 

25 Dans un ballon monocol, on a introduit 1 equivalent d' aminoacide 

enantiopur, 1,5 equivalent d'acide paratoluene sulfonique monohydrate, 50 
equivalents de toluene PA et 5 equivalents de Methoxyethanol. Le melange a ete 
chauffe au<reflux ef l'eau a ete eliminee au moyen d'un Dean-Stark. Apres 4 
heures de reflux, le melange reactionnel a ete refroidi a temperature ambiante et 

30 dilue par de Tether ethylique. Le melange reactionnel dilue a ete place au frigo 
pendant 1 6 heures. Le solide blanc obtenu a ete filtre, lave a Tether et seche sous 
vide. \ ^ 

Etape B 

Dans un ballon monocol, on a pese du NaHCC>3 (2.6 equivalents) et on a 
35 introduit sous courant d'azote Facetonitrile (5.10* 3 mole dans 36ml). Le melange 
a ete refroidi a 0°C et on a introduit successivement du (4- 
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nitrophenyloxy)chloroformate (1 equivalent) suivi du sel d' ammonium de 
l'aminoacide enantiopur obtenu selon exemple 1, etape A (1 equivalent). Le 
melange a ete agite vigoureusement 1 heure a 0°C et a ete ensuite remonte a 
temperature ambiante pendant 4 heures. Ce temps ecoule, le melange a ete 
5 transfere dans une ampoule a decanter, a ete dilue par une solution 1 molaire 
d'HCl et extrait trois fois a Tether. Les phases organiques combinees ont ete 
sechees sur MgS04, filtrees et concentrees sous pression reduite. Le produit brut 
a ete soumis a un traitement d'epuration approprie. 
Exemple 2 

10 On a effectue les etapes A et B en mettant en oeuvre la L-phenylalanine a 

titre d'aminoacide enantiopur. Le produit brut a ete recristallise dans 
l'isopropanol jusqu'a l'obtention de la purete desiree. Le rendement de l'etape B 
a ete 64%. On a obtenu un solide cristallin qui etait stable au stockage a 
temperature ambiante. 

15 Le reactif ainsi obtenu a presente les donnees analytiques suivantes : 

RMN (H 1 ) : (reference Dioxanne a 3,71ppm; produit dissous dans le 



3,70 (2H, m) : CH 2 OMe 

3,47 (3H, s) : CH3O 

3,27 (2H, AB) : 2H benzyliques 

La Resonance magnetique nucleaire (RMN) a ete effectuee, dans tous les 
25 cas pour lesquels un spectre RMN est indique, avec un spectrometre Appareil 

Briicker AMX 500 MHz. Les deplacements chimiques sont indiques en ppm par 
rapport a la resonance du TMS (tetramethylsilane). Pour les allures des 
resonances les abbreviations suivantes sont utilisees: m=multiplet, s=singulet, 
d=doublet, t=triplet, q=quadruplet. Le nombre nH indique le nombre de protons 
30 correspondant au signal. 
Point de fusion : 71-72°C 

Rotation optique : [a] : + 42,608 (c=0,86 gr/lOOml dans le dioxanne; 

T° = 26°C, X = 589nm) 



20 



8.40 (2H, d) 
7,44 (7H, m) 
7,31 OH, d) 
4,83 (lH,m) 

4.41 (2H,m) 



dioxanne-d6) 
: 2H du (4-nitrophenyloxy)carbonyl 
: 2H du (4-nitrophenyloxy)carbonyl et 5H du phenyl 
: NH du carbamate 
: CH de la Phenylalanine 
: CH 2 OCO 
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La chromatographic en couche mince (CCM) a ete effectuee en utilisant 
des plaques de silicagel MERCK® 60F-254. Rapport frontal = 0,45 (Eluant 
Diethylether/Ether de petrole : melange 75/25 en volume). 
Exemples 3-48 (Derivatisation et separation de melanges d'enantiomeres) 
5 Dans un vial de 10ml, on a pese precisement le melange d'enantiomeres 

d'un compose organique comprenant au moins un groupement fonctionnel libre 
selon les exemples 3-59 (voir tableau) (1 equivalent) que Ton a dissout dans de 
l'eau distillee (concentration 5.10" 3 mol/1) en presence de triethylamine. Le 
rapport molaire de la triethylamine par rapport au reactif a ete 1 . Dans un second 

10 vial de 10ml, on a introduit le reactif obtenu selon Texemple 1 dans lequel 
Taminoacide enantiopur etait la L-phenylalanine. Le reactif a ete dissout dans du 
dioxanne de purete analytique (concentration 3.10" 2 mol/1). On a transfere via 
seringue, et sous agitation vigoureuse, la solution aqueuse de Tacide amine dans 
la solution du reactif de derivatisation. Apres 15 minutes d' agitation a 

15 temperature ambiante, on a preleve 500(al du melange reactionnel que Ton a 
dilue par 500jal de dioxanne. Cette solution a ete analysee par HPLC en phase 
inverse par injection de lOjal de solution sur une colonne VYDAC®. 

Les suivantes conditions standards ont ete utilisees pour les exemples de 
separation de melanges d'enantiomeres par HPLC. 

20 On a utilise une colonne VYDAC® Reverse Phase C18 CAT 201TP54. 

On a employe pour Pelutionun melange Acetonitrile / H2O avec un 
gradient en acetonitrile de 1.58% / min en presence de 0.1% en volume de'acide 
trifluoroacetique. 

La detection a ete effectuee par spectrometrie UV a 205 et 220 nm. 

25 Le tableau 1 ci-apres rassemble les melanges d'enantiomeres qui ont ete 

mis en oeuvre avec le reactif obtenu selon l'exemple 1 et les resultats de 
separation obtenus. 



Tableau 1 



Ex. 


Melange 
d'enantiomeres 


TrL,L (a) 


Tr D,L (b) 


a (c) 


Rs (d > 


Quantite de 

reactif (e) 
(Equivalents) 


3 


Alanine 


15.08 


16.40 


1.096 


6.01 


2 


4 


Valine 


18.73 


20.94 


1.127 


10.83 


2 


5 


Norvaline 


19.28 


21.26 


1.11 


9.45 


2 


6 


Leucine 


21.53 


23.50 


1.098 


8.96 


2 ■ 


7 


Norleucine 


22.06 


23.96 


1.091 


8.78 


2 
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8 


Isoleucine 


21.08 


23.46 


1.120 


1 1 55 

1 1 .»/ J 


z 


9 


Threonine 


14.39 


15.41 


1 078 


4 76 


z 


10 


Allothreonine 


14.39 


14 85 


1 036 


7 00 


7 

z 


11 


Methionine 


18.97 


20.59 


1 092 


7 74 


z 


12 


Ethionine 


21.26 


22.89 


1 082 


7 77 
/ . / / 


z 


13 


Acide Glutamique 


14.56 


15.00 


1 031 

X . \J J J 


7 07 


z 


14 


Acide Aspartique 


14.22 


14.66 


1 034 


9 OR 


z 


15 


Cysteine 


26.65 


27.19 


1 021 






16 


Cystine 


25.59 


26.08 


1.020 


2.76 


4* 


17 


Proline 


17.09 


17.75 


1.042 


2.75 


2 


18 


Phenylalanine 


22.64 


24.08 


1.068 


6.25 


2 


19 


Tvrosine 


28 82 


90 9 J. 


1 .Ul D 


1 00 




20 


Tryptophane 


22.79 


24.03 


1.058 


6.54 


2 


21 


Ornithine 


24.44 


24.92 


1.021 


2.26 


6* 


11 


-rv^iu.c pipcriu.ine- 
2-carboxylique 
(Acide 

^Ji^sd/UiiL£UC ) 


I7.0O 


ZU.OZ 


1.U41 


3.51 


2 


23 


Acide 

111U1 jJll\JllllG~ D 

carboxylique 


16.05 


15.56 


1.034 


2.28 


2 


24 


AriHp 1-TViia-d- 
.rwiut i-i iiicl-*T- 

azacyclohexane- 

^-carhnwlimif* 

~J vCU UV A Y 11U 


1 8 7£ 
lo./O 


1 Q A1 


1 A1 O 


3.30 


2 


25 


(2-Naphtyl) 

gin 1 1 iiiw 


27.43 


28.53 


1.042 


5.19 


2 


26 


T-Tom nnfi piivl 

X X VXXXVS LJXXWX1 Y 1 

alanine 


94 71 


7£ 7fi 


1 n&A 

l .U04 


/.y4 


2 


27 


(4-Chlorophenyl) 
alanine 


25.91 


27.20 


1.053 


5.58 


2 


28 


(4-Fluorophenyl) 
Alanine 


23.65 


25.033 


1.062 


6.53 


2 


29 


(3 -Pyridy l)alanine 


13.57 


14.32 


1.061 


3.20 


2 


30 


Phenylglycine 


20.98 


22.69 


1.087 


8.24 


2 


31 


2-Methylproline 


19.29 


20.55 


1.07 


5.76 


2 
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32 


Cis-4- 
Hydroxyproline 


13.92 


14.44 


1.041 


2.19 


2 


33 


Bai'kaine 


19.05 


20.27 


1.069 


6.03 


2 


34 


Acide Cis-4- 

hydroxy 
pipecolique 


15.12 


15.91 


1.058 


3.97 


2 


35 


Acide Trans-5- 
hydroxy 
pipecolique 


13.76 


14.36 


1.049 


2.70 


2 


36 


Acide 2-amino- 
butyrique 


16.84 


18.64 


1.116 


8.31 


2 


37 


Acide 1,2,3,4- 
tetrahydro- 
isoquinoline- 
3-carboxylique 


23.71 


24.75 


1.046 


4.89 


2 


38 


Acide 1,2,3,4- 
tetrahydro- 
isoquinoline- 
1-carboxylique 


23.66 


24.67 


1.045 


4.75 


2 


39 


Erythro p-Methyl 
phenylalanine 


24.03 


25.73 


1.075 


8.67 


2 


40 


Three- P-Methyl 
phenylalanine 


23.79 


25.56 


1.079 


7.22 


2 


41 


o-Methoxy- 
Phenylalanine 


23.08 


24.31 


1.057 


5.64 


2 


42 


AcideJ ,2^3,4- 
tetrahydronorhar 
mane-1- 
carboxylique 


26.26 


27.09 


1.031 


3.44 


5* 
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d'X 
HO 


tetrahydro-6- 
isoquinoline- 


?Q 14 

^-7. 1 *T 


99 67 


1 019 

l.vl7 


2 49 


«* 


44 


ApiHp 2 -amino 

heptane 1 ,7dYoique 


18.09 


19.21 


1.067 


6.41 


2 


45 


Erythro (3- 
Methyltyrosine 


29.84 


30.53 


1.024 


3.65 


5* 


46 


Threo p- 
Methyltyrosine 


29.51 


30.07 


1.02 


2.97 


5* 


47 


N-Methylvaline 


21.47 


22.59 


1.056 


5.62 


2 


48 


2-Hydroxymethyl 
piperidine 


19.79 


20.4 


1.033 


2.73 


2 



(a) :Temps de retention correspondant au derive de Fenantiomere L (L 5 L) 

(b) : Temps de retention correspondant au derive de Fenantiomere D (D,L) 

(c) :Facteur de separation ; a = (Tr2-TrO)/(Trl-TrO) ou Tr2 et Trl sont les temps 



de retention respectivement des deuxieme et premier compose et TrO est le 
5 temps de retention d'un compose non retenu. 

(d):Facteur de resolution; 

Rs = O^Y-^-W 

ou k'2 est le facteur de capacite du second compose et N le nombre de 
plateaux theoriques. 
*Derivatisation egalement de la fonction portee par la chaine laterale. 
10 Exemple 49 

On a effectue les etapes A et B en mettant en ceuvre la L-(2- 
naphtyl)alanine a titre d'aminoacide enantiopur. Le produit brut a ete recristallise 
dans Fisopropanol jusqu'a Fobtention de la purete desiree. Le rendement de 
Fetape B a ete 77%. On a obtenu un solide cristallin qui etait stable au stockage a 
1 5 temperature ambiante. 

On a obtenu le spectre RMN suivant du reactif : 
RMN (HI): (reference Dioxanne a 3,71ppm; produit dissous dans le 
dioxanne-d6) 
8,20 (2H, d) : 2H du (4-nitrophenyloxy)carbonyl 
7,79 (4H, m) : 4H du naphtyl 
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7,45 (3H, m) : 3H du naphtyl 

7,21 (3H, m) : 2H du (4-nitrophenyloxy)carbonyl et 1H du naphtyl 
4,78 (1 H, m) : CH du Naphtylalanine 

4.27 (2H, m) : CH2000 
5 3,52 (2H, m) : CH20Me 

3.28 (3H, s) :CH30 

3.29 (2H, AB) : 2H benzyliques 
Point de fusion : 76-77°C 

Rotation optique : [a] : 83,5 (c = 1,025 gr/lOOml dans le dioxanne; 

T° = 26°CA = 589nm) 
La chromatographic en couche mince (CCM) a ete effectuee en utilisant 
des plaques de silicagel MERCK® 60F-254. Rapport frontal = 0,4 (Eluant 
10 Diethylether/Ether de petrole : melange 75/25 en volume). 

On a effectue la reaction de Tester 2-methoxy ethyl de la L-N-(4- 
nitrophenyloxy)carbonyl-(2-naphtyl)alanine avec un melange d'enantiomeres 
d'arginine et T operation de separation dans les conditions des exemples 3-48. On 
a mis en oeuvre 2 equivalents de reactif et 2 equivalents de triethylamine par 
1 5 equivalent d' arginine. 



Le tableau 2 ci-apres montre le resultat de separation obtenu. 
Tableau 2 



Exemple 


Melange 
d'enantiomeres 


Tr L,L (a) 


TrD,L (b) 


a< c > 


Rs (D > 


Quantite de 

reactif^ 
(Equivalents) 


49 


Arginine 


19.625 


20.168 


1.030 


1.73 


2 



Exemple 50 



On a effectue la reaction de Tester 2-methoxyethyl de la L-N-(4- 
20 nitrophenyloxy)carbonyl-(3-tryptophane avec un melange d'enantiomeres de 

valine et Toperation de separation dans les conditions des exemples 3-48. On a 
mis en oeuvre 2 equivalents de reactif et 2 equivalents de triethylamine par 
equivalent de valine. 

Le tableau 3 ci-apres montre le resultat de separation obtenu. 
25 Tableau 3 



Exemple 


Melange 
d'enantiomeres 


Tr L,L (a) 


Tr D,L (b) 


cc (c) 


Rs (D > 


Quantite de 

reactif 00 
(Equivalents) 


50 


Valine 


19.520 


20.762 


1.030 


1.73 


2 



09900280 



- 18- 

Exemple 51 : Preparation de Tester 4-nitrobenzyle de laN-((4- 
nitrophenyloxy)carbonyl de phenylalanine) 
Etape A : 

Dans un ballon monocol, on a introduit 4 gr (1 eq.) de Z-(L)- 
Phenylalanine, 2,89 gr (1 eq.) de bromure de 4-nitrobenzyle et 26 ml (25 eq.) de 
dimethylformamide. On a additionne alors sous azote 1.55 gr (2eq.) de fluorure 
5 de potassium sec. Le melange a ete agite a 60°C pendant 16 heures. Le melange 
reactionnel a ete refroidi a temperature ambiante et dilue par 100 ml d'acetate 
d'ethyle. La phase organique a ete lavee par deux fois 1 00 ml d'une solution de 
NaHCC>3 a 5% ainsi que par deux fois 100 ml d'eau. La phase organique a ete 
sechee sur MgS04, filtree et concentree sous pression reduite. Le solide obtenu a 
10 ete seche a l'etuve une nuit. 
Rendement : 6,3 gr (85%) 
Etape B : 

Le solide obtenu dans Tetape 1 a ete dilue dans 25 ml d'acide acetique 
glacial. On a ajoute prudemment 6,9 ml (3eq.) d'une solution a 33% en poids 

15 d'HBr dans l'acide acetique. Le melange est agite une heure et demi a 

temperature ambiante. Le melange a ete dilue par 200 ml d'ether ethylique et le 
precipite blanc forme a ete filtre et lave par trois fois 200 ml d'ether ethylique. Le 
solide a ete seche a l'etuve pendant une nuit. 
Rendement : 5,53 gr (99%) 

20 Etape C : 

Dans un ballon monocol, on a pese 0,82 gr de NaHC03 (2,6 eq.) et on a 
introduit sous courant d'azote 27 ml d'acetonitrile (135 eq.). Le melange a ete 
refroidi a 0°C et on a introduit successivement 0,81 gr (1 eq.) de chlorure de (4- 
nitrophenyloxy)carbonyl suivi de 1,5 gr (1 eq.) du sel de brome du derive de la 

25 phenylalanine-4-nitrobenzyle. Le melange a ete agite vigoureusement 1 heure a 
0°C et a ete ensiiite'reihonte a temperature ambiante pendant 1 1 heures. Ce 
temps ecoule, le melange a ete transfere dans une ampoule a decanter, a ete dilue 
par 60 ml d f une solution 1M d*acide chlorhydrique et a ete extrait par trois fois 
60 ml d' acetate d'ethyle. Les phases organiques combinees ont ete sechees sur 

30 MgS0 4 , filtrees et concentrees sous pression reduite pour donner un solide beige. 
Celui-ci a ete triture dans 50 ml d'ether et filtre. 
Rendement : 1,44 gr (82%) 

RMN (HI): (reference Methanol a 3,32 ppm; produit dissous dans le 
Methanol-d4) 
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8,32 (2H, d) : 2H du 4-nitrophenoxycarbonyl 
8,28 (2H, d) : 2H du 4-nitrobenzyle 
7,63 (2H, d) : 2H du 4-nitrophenoxycarbonyl 
7,34-7,41 (7H, m) : 2H du 4-nitrobenzyle et 5H du phenyl 
5 5,37 (2H, s) : CH2 benzylique du 4-nitrobenzyle 

4,65 (1H, m) : CH de la Phenylalanine 
3,23 (2H, AB) : CH2 benzyliques de la phenyalanine 
Point de fusion : 118,3°C 

Rotation optique : [a] : +20,83 (c = 0.96 gr/lOOml dans le dioxanne; 

T° = 24°C, X = 589nm) 
La chromatographic en couche mince (CCM) a ete effectuee en utilisant 
des plaques de silicagel MERCK® 60F-254. Rapport frontal = 0,4 (Eluant 
10 Diethylether/Ether de petrole : melange 75/25 en volume). 
Exemple 52 

Le tableau 4 presente le resultat de separation d'un melange 
d'enantiomeres de valine qui a ete mis en oeuvre avec le reactif obtenu selon 
Texemple 51 selon le mode operatoire de Texemple 3. 
1 5 La detection a ete effectuee par spectrometrie UV a 205, 220 et 270 nm. 
Tableau 4 



Ex. 


Melange 
d'enantiomeres 


Tr L,L 

(a) 


Tr D,L 

(b) 


a (0 


Rs (d) (nm) 


Equivalents 
de reactifs 


Rs (nm) 


52 


Valine 


26.207 


27.246 


1.042 


3.92 (205nm) 


. 2 


4.77 (220 - 270) 



On a observe que ce reactif permet une detection a 220 nm et 270 nm. On 
a obtenu, a ces longeurs d'ondes, un facteur de separation plus grand que 
lorsqu'on a effectue la detection a 205nm. 



20 Exemple 53 

On a synthetise suivant le mode operatoire de Texemple 51, Tester 2- 
methylanthraquinone de la N-((4-nitrophenyloxy)carbonyI)ph6nylalanine. Le 
tableau 5 presente le resultat de separation d'un melange d'enantiomeres de 
valine qui a ete mis en oeuvre avec le reactif obtenu selon Texemple 5 1 selon le 

25 mode operatoire de Texemple 3. 

La detection a ete effectuee par spectrometrie UV a 205, 220,270 et 330 nm. 
Tableau 5 



Ex. 


Melange 
d'enantiomeres 


Tr L,L 

(a) 


Tr D,L 

(b) 


a (0 


Rs (d) (nm) 


Equivalents 
de reactifs 


Rs (nm) 


53 


Valine 


30.168 


30.884 


1.025 


3.01 (205nm) 


2 


3.11 (270 et 330) 
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On a observe que ce reactif permet une detection a 270 nm et 330 nm. On 
a obtenu, a ces longeurs d'ondes, un facteur de separation legerement plus grand 
que lorsqu'on a effectue la detection a 205nm. 

II apparait que le reactif selon 1' invention peut etre obtenu facilement. Le 
reactif selon T invention presente une bonne stabilite a temperature ambiante. 

Le precede selon T invention permet de separer une grande variete de 
composes organiques chiraux comprenant au moins un groupement fonctionnel 
libre, de maniere simple, rapide et dans des conditions uniformes de separation 
sans devoir isoler le produit de la reaction prealablement a Tetape de separation. 
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RE VENDIC ATIONS 

1 - Procede pour la separation d'enantiomeres comprenant au moins un 
groupement fonctionnel libre dans lequel 

(a) on fait reagir un melange comprenant les enantiomeres en milieu basique 
5 avec un reactif a base d'un aminoacide enantiopur, reactif dans lequel au 

moins un groupement amino de 1' aminoacide porte un groupement activant 
pour former un precurseur actif d'un groupement isocyanate et dans lequel 
au moins un groupement carboxyle de F aminoacide est substitue et 

(b) on soumet le melange de diastereomeres obtenu a une operation de 
10 separation. 

2 - Procede selon la revendication 1, dans lequel le groupement carboxyle 
de F aminoacide est substitue avec un substituant hydrophile et/ou un substituant 
comprenant au moins un chromophore. 

3 - Procede selon la revendication 2 dans lequel le substituant hydrophile 
15 dans le reactif est un groupement 2-methoxyethyl. 

4 - Procede selon Fune quelconque des revendications 1 a 3, dans lequel 
le groupement activant dans le reactif est un groupement (4- 
nitrophenyloxy)carbonyl. 

5 - Procede selon Fune quelconque des revendications 1 a 4, dans lequel 
le reactif est a base d'un aminoacide enantiopur selectionne parmi le groupe 
constitue de Alanine, Valine, Norvaline, Leucine, Norleucine, Isoleucine, Serine, 
Isoserine, Homoserine, Threonine, Allothreonine, Methionine, Ethionine, Acide 
Glutamique, Acide Aspartique, Asparagine, Cysteine, Cystine, Phenylalanine, 
Tyrosine, Tryptophane; Lysine, Arginine, Histidine, Ornithine, Glutamine, 
Citrulline, (l-Naphtyl)alanine, (2-Naphtyl)alanine, Homophenylalanine, (4- 
Chlorophenyl)alanine, (4-Fluorophenyl)alanine, (3-Pyridyl)alanine, 
Phenylglycine, Acide Diaminopimelique (Acide 2-6-Diaminoheptane-l,7- 
di'oique), Acide 2-aminobutyrique, Acide-2-aminotetraline-2-carboxylique, 
Erythro P-Methylphenylalanine, Threo P-Methylphenylalanine, (2- 
Methoxyphenyl)alanine, Acide l-amino-5-hydroxyindane-2-carboxylique, Acide 
2-Aminoheptane- 1 ,7-dioique, (2,6-Dimethyl-4-hydroxyphenyl)alanine, Erythro 
P-Methyltyrosine et Threo P-Methyltyrosine. 



20 



25 



30 
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6 - Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 5 dans lequel 
on fait reagir le melange d'enantiomeres avec le reactif a temperature ambiante 
pendant une duree inferieure ou egale a 15 minutes et on soumet le melange de 
diastereomeres obtenu a 1' operation de separation sans epuration prealable. 

5 7 - Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, dans lequel 

F operation de separation est une chromatographic HPLC. 

8 - Reactif a base d'un aminoacide enantiopur dans lequel au moins un 
groupement amino de F aminoacide porte un groupement activant pour former un 
precurseur actif d'un groupement isocyanate et dans lequel au moins un 

10 groupement carboxyle de Faminoacide est substitue. 

9 - Reactif selon la revendication 8, repondant a la formule generale (I) 

z o 

1 O NH 1 [ O 

dans laquelle Zi et/ou Z 2 = N02 Ri= Phenyl, a ou p-Indolyl, 1-Naphtyl ou 2- 
Naphtyl, R 2 = Me, Et, C3-C6 alkyl ou cycloalkyl et x represente un nombre 
integral de 1 a 5. 



15 



10 - Reactif selon la revendication 8 comprenant au moins un 
chromophore, repondant a la formule generale (II) 
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(V) 

dans laquelle Zi et/ou Z 2 = N02 Ri= Phenyl, a ou p-Indolyl, 1-Naphtyl 
ou 2-Naphtyl, et Y correspond a l'une quelconque des formules III a V, le 
carbone par lequel Y est lie a l'oxygene du groupement carboxyle de 
l'aminoacide enantiopur etant marque par *. 

< 

1 1 - Utilisation du procede ou du reactif selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 9 pour Tanalyse de l'exces enantiomerique d'un aminoacide, 
d'une amine primaire ou secondaire ou d'un peptide. 



